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^Tftulo: Utilizacion de inhibidores enzinWiticos para el tratamiento de enfermedades causadas por 
parasitos. 

tResumen: 
ilizacion de inhibidores enzimaticos para el trata- 
miento de enfermedades causadas por parasitos. 
El objeto de la invencion es la utilizacion de ciertos 
inhibidores de una determlnada actividad enzimatica 
para el tratamiento de enfermedades producidas por 
el protozoo parasite Trypanosoma cruzi o por los 
parasitos bacterianos Chlamydia sp. y Legionella 
sp, Se parte de haber encontrado que estos parasitos 
secretan al medio ciertas protemas invdlicradas en el 
mecanismo de invasion celular. Estas protemas po- 
seen la actividad enzimatica peptidil-prolil cis/irans 
isomerasa del tipo FKBP. El bloqueo de dicha ac- 
tividad enzimatica mediante inhibidores especfficos 
conduce a dificultar la capacidad infective de los mi- 
croorganismos y su supervivencia en el huesped. 
El empleo de los mencionados inhibidores puede ser 
de interes en la preparacion de formulaciones far- 
maceuticas adecuadas para el tratamiento de la en- 
fermedad de Chagas, fa clamidiasis o la neumonfa 
atipica del legionario. 
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DESCRDPCION 

Objeto de ia invencidn 

El protozoo parasite Trypanosoma cmzi es 
el agente causante de la enfermedad de Chagas. 
Este Tripanosoma es transmitido por las heces 
de ciertos insectos hematofagos, penetrando en el 
huesped a traves de la herida o por las mucosas. 
La forma infectiva del parasito^ denominnda tri- 
pomastigote, se caracteriza por su capacidad para 
infectar practicamente cualquier tipo de celula de 
mamifero, lo que sugiere que activa su propia fa- 
godfcosis por parte de la celula huesped. Por ana- 
logia, una situacion similar se produce en la in- 
feccion por los pardsitos bacterianos Chlamydia 
sp. y Legionella $p.^ causantes de infecciones cuya 
duracidn e intensidad dan lugar a sintomatologi'as 
asociadas a la clamidiasis y la neumonia atipica 
del legionario. Estos parasitos secretan ciertas 
proteinas con actividad enzimatica que estan in- 
volucradas en el mecanismo de invasion celular. 
El objeto de la presente invencidn es el uso de 
ciertos inhibidores de dicha actividad enzimatica, 
lo que permitiria su utilizacion como agente te- 
rapeiitico para el tratamiento de las enfermedades 
producidas por dichos parasitos. 
Estado de la t^cnica 

Segiin la organizacion Mundial de la Salud, 
la enfermedad de Chagas afecta a unos 20 millo- 
nes de personas en el mundo. La fase cronica de 
la enfermedad se caracteriza por la aparicion de 
megasindromes (megacorazon, megacolon y me- 
ga^sofago) que en la mayon'a de los casos se re- 
suelven en muerte del paciente. No hay terapia 
eRcaz descrita contra esta enfermedad. El trata- 
miento, mas eiiciente en la fase aguda y poco efi- 
caz en la crdnica, consiste en la administracion de 
benznidazol (Rochagan Rx>7-1051, Radinil) o ni- 
trofuranox (Lampit, Bayer 2502). Estos dos pre- 
parados farmaceuticos presentan grandes incon- 
venientes ya que ambos son relativamente toxicos 
y su actividad terapeutica vana de unas cepas de 
T, cmzi a otras. Ello hace que no esten autori- 
zados en ciertos pai'ses como los Estados Unidos. 
Los efectos secundarios asociados a su empleo qui- 
mioterapeutico son: moles tias gastrointestinales, 
neuropatia periferica, anemia hemoli'tica en pa- 
cientes con deiiciencia de glucosa-6-fosfato des- 
hidrogenasa, desorientacion, convulsiones, insom> 
nio e inquietud. 

Por otro lado, es conocida la utiliz? '•ion de los 
inhibidores de nombre comercial FK 506 (Fuji- 
sawa), cuya formula se da en la figura 1, y ra- 
pamycin (MERCK, ver figura 2) como inmunosu- 
presores, por ejemplo, para la prevencidn de re- 
chazos en operaciones de trasplante (patentes eu- 
ropeas EP-497515 Y EP-401747). Estos com- 
puestos son inhibidores de la actividad enzimatica 
peptidil-prolil cis/irans isomerasa del tipo "FK 
506 binding protein'' (FKBP). Se han descrito 
asimismo derivados del FK 506 (patente euro- 
pea EP-509753) que se emplean para contrarres- 
tar posibles sobredosis de FK 506. Uno de ellos 
es el conocido comer cialmente como L-685,818 
(MERCK) [Jourinal. of Experimental Medicine, 
176, pag. 751 (1992)]. Este derivado, cuya 
formula se muestra en la figura 3, presenta la 
mencionada actividad inhibidora, pero no es un 



inmunosupresor siendo por tanto mudio menos 
toxico que el FK 506. 
Explicacioii de la invencidn 

£1 objeto de la presente invencidn es la utili- 
5 zacion de ciertos inhibidores de una determinada 
actividad enzimatica para el tratamiento de en- 
fermedades producidas por el protozoo parasite 
Trypanosoma cruzi o por los parasitos bacteriar 
nos Chlamydia sp. y Legionella sp., 

10 Para ello se parte de haber encontrado que los 
tripomastigotes secretan al medio una proteina, 
TcMIP (Trypanosoma cruzi Macrophage Infecti- 
vity Potentiator), involucrada en el mecanismo 
de invasion celular. Esta protema posee la acti- 

15 vidad enzimatica peptidil-prolil cis/irans isome- 
rasa del tipo FKBP. Median te este tipo de activi- 
dad enzimatica isomerasa se ejerce una funcion de 
aceleracion del plegamiento de protei'nas sustra- 
tos median te la isomerizacion de enlaces amino- 

20 acidoprolina. La accion del TcMIP sobre alguna 
proteina sustrato en la celula huesped conduce a 
la activacion de mecanismos involucrados en la 
entrada del parasito en dicha celula. Mediante 
el uso de anticuerpos especificos contra TcMIP 

25 recombinante producida en bacteria, se ha en- 
contrado que esta proteina esta implicada en el 
mecanismo de invasion de la celula huesped por 
el parasito. Mas aun, utilizando un inhibidor es- 
peci'fico de la actividad enzimatica antes mencio- 

30 nada, se ha visto que dicha actividad es esencial 
para la citada invasion. La confirmacion de la im- 
plicacion de la proteina TcMIP en el mecanismo 
de invasion viene dada por pruebas de refbrzar 
mien to de la infeccion. Para ello se produce la 

35 proteina (TcMIP) en bacterias y se aporta al me- 
dio en que se encuentran los parasitos. El efecto 
observado es un refuerzo de la capacidad infec- 
tiva de los parasitos. De lo anterior se deduce 
que la posibilidad de bloquear dicha actividad en- 

40 zimatica mediante inhibidores especificos conduce 
a dificultar la capacidad infectiva de los microor- 
ganismos y su supervivencia en el huesped. 

Entre los inhibidores que se pueden citar fi- 
guran FK 506, rapamycin y, en general, deriva- 

45 dos de estos que scan inhibidores de la actividad 
peptidil-prolil cis/ trans isomerasa del tipo FKBP. 
No obstante, dado que el primer mecanismo de 
defensa del cuerpo humano contra la infeccion por 
estos parasitos es el sistema inmune del individuo, 

50 el potenti'simo efecto in*iiunosupresor del FK 506 
y de algunos de sus derivados puede constituir un 
serio inconveniente para el tratamiento de los pa- 
cientes. Como se cito en el estado de la tecnica 
se conocen algunos derivados, por ejemplo el L- 

55 685,818, que no son inmunosupresores y poseen 
muy baja toxicidad en modelos animales. Este 
tipo de inhibidores son los mas indicados para el 
tratamiento por no afectar al sistema inmune del 
individuo. 

60 Breve descripcidn de la figura 

La figura 1 muestra la formula del inhibidor 
FK 506. 

La figura 2 muestra la formula del inhibidor 
rapamycin. 

65 La figura 3 muestra la formula del inhibidor 

L-685,818. 

La figura 4 es una representacion grafica de la 
inhibicion de la produccion de tripomastigote en 
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celuias epiteliales de simio mediante inhibidores 
de la actividad ^eptidil-prolil cis/ trans isometasa.. 
Modo de reafizacion de la invencidn 

Para comprobar el efecto de los inhibidores 
de la actividad peptidil-prolil ct> /ran£ isomerasa 
del tipo FKBP se ha comprobado como vaiiaba 
el numero de parasitos en forma infectiva ai em- 
plearse los citados inhibidores^ en concreto FK 
506. Al tratarse de pruebas "in vitro" el hecho 
de que el FK 506 sea un fortfsimo inmunosupre- 
sor carece de relevancia. 

En la figura 4 se da una grafica del numero 
de pstfasitos en forma infectiva (tripomastigote) 
presentes en celuias epiteliales infectadas de un 
simio en funcion del tiempo tratnscurrido desde 
el momento de la infeccion. Para poder apreciar 
mas claramente el efecto de los dos inhibidores 
estudiados se incluye una prueba de control en la 
que la incubacion se hizo en ausencia de cualquier 
compuesto inhibidor. Los compuestos utilizados 



fueron ciclosporina A(CsA), un inhibidor de la 
actividad rotamasa que no es del tipo FKBP, en 
concentracion 10 nM y el FK 506 a concentracion 
InM. 

5 Como puede apreciarse se da un claro efecto 
de inhibicion de la produccion de tripomastigotes 
en presencia del inhibidor de la actividad peptidil- 
prolil cis-trans isomerasa del tipo FKBP, esto es 
del FK 506, lo que confirma que dicha actividad 

10 es esencial para el mecanismo de invasion celular 
por los parasitos mencionados. 

El empleo de los mencionados inhibidores 
puede ser de in teres en la preparacion de for- 
mulaciones faLrmaceuticas adecuadas para el tra- 

15 tamiento de las enfermedades causadas por los 
agentes patogenos T. cruzi y eu algunos casos 
como alternativa al tratamiento con antibioticos 
utilizado contra los parasitos bacterianos Chlamy' 
dia sp. y Legionella sp,. 
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REIVINDICACIONES 

1. La utilizacion de inhibidores enzimaticos 
para el tratamiento de las enfermedades causar 
das por los agentes patogenos Trypanosoma cruzif 
Chlamydia $p. y Legionella sp, caracterizada 
porque son inhibidores de la actividad enzimatica 
peptidil-prolil ct^/trans isomerasa del tipo FK6P. 

2. La utilizaci6n de inhibidores enzimaticos 
para el tratamiento de las enfermedades causa- 



das por los agentes patogenos Trypanosoma cruzi^ 
Chlamydia sp. y Legionella sp. segiin la reivindi- 
caci6n 1 caracterizada porque el inhibidor em- 
pieado es el FK 506. 
5 3. La utilizacion de inhibidores enzimaticos 

para el tratamiento de las enfermedades causa- 
das por los agentes patogenos Trypanosoma cptzi. 
Chlamydia sp, y Legionella sp, segiin la reivindi- 
cacion 1 caracterizada porque el inhibidor em- 
10 pleado es el L-685,818. 



15 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



4 



ES 2 065 290 Al 



7.5 T 



t ' 



1 



i 

0* 2^ 




90 102 114 

Horas post-infeccidn 



12tf 



• Control 



lOnMCsA 



O IdM FK 506 



Figura4 



6 




OFICINA ESPA^iOLA 
DE PATENTESYMARCAS 

ESPAfjA 

INFORME SOBRE EL ESTADO DE LA TECNICA 



(g) ES 2 065 290 

@ N.o solicitud: 9301714 

@ Fecha de presentacion de la solicitud: 29.0^.93 

@ Fecha de prioridad: 




DOCUMENTOS RELEVANTES 



Categorfa 



Oocumentos dtados 



Reivindicaciones 
afectadas 



A 
A 
A 



WO-A-92/00278 (VERTEX PHARMACEUTICAL INC.) 
WO-A-92/06992 (MERCK L CO.) 

THE JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, vol. 268. n» 15. 
mayo 1993, USA 

J.W. BECKER et al.: "FK-506-binding protein: threenJimensional 
structure of the complex with the antagonist 1-685.818" . 
pags.: 11335-11339. 

JOURNAL OF EXPERIMENTAL MEDICINE, vol. 176, septiembre 1992. USA 
F.J. DUMONT et al.: "The immunosupressive and toxic effects of 
FK-506 are mechanistically related: pharmacology of a novel 
antagonist of FK-506 and rapamycin" , pags.: 751-760. 



Categona de Ids documentos citados 

X: de particular relevancia 

Y: de particular relevancia combinado con otro/s de la 

misma categona 
A: refleja el estado de la tecnica 



O: referido a divulgacf6n no escrita 

P: publicado entre la fecha de prioridad y la de presentacion 
de la solicitud 

E: documento anterior, pero publicado despues de la fecha 
de presentacion de la solicitud 



Et presente informe ha side realizado 
1 X 1 para todas las reivindicaciones 


1 1 para las reivindicaciones n®: 




l-echa de realizacion del informe 

15.11.94 


Exami'nador 
A. Maquedano Herrero 


Pagtna 

1/1 




This Fep Biank fusptoj 



